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摘要 : 应 用 植物 介 时 的 昆虫 RNAi 进行 害虫 防治 近 10 年 来 受到 了 广泛 的 关注 ,其 作用 机 理 包 括 两 
NUR, A LUE E RPA AA dsRNA 在 植物 体内 的 表达 、 运 输 和 贮存 ,然后 是 害虫 取 食 该 植物 后 ， 
dsRNA 特异 性 抑制 害虫 体内 靶 标 基因 的 表达 。 目 前 ,植物 介 导 的 昆虫 RNAi EGAL E da 
目 和 同 起 目 害 忠 ,可 以 引起 害虫 生长 发 育 的 蜡 常 ,导致 死亡 /繁殖 力 下 降 , 其 至 影响 到 其 子 代 的 生 
长 。 影 响 植物 介 导 昆虫 RNAi 效率 的 因素 主要 包括 害虫 靶 标 基因 的 选择 、dsRNA 靶 定 位 点 及 长 度 、 
植物 表达 dsRNA 载体 的 结构 和 转基因 植物 的 壮 传 转化 方式 等 。 植 物 介 叶 昆 虫 RNAi 防治 害 忠 的 策 
略 也 面临 着 游 在 的 安全 性 问题 ,如 转基因 植物 安全 性 和 RNA HEM, MAH FR 
RNAi 技术 的 成 熟 ,该 方法 有 望 成 为 害虫 防治 的 新 策略 。 

关键 词 : 转基因 植物 ; SRA; 靶 标 基因 ; RNAi; 脱 靶 效 应 
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Abstract: Insect pest control by plant-mediated RNAi has received extensive attention in the recent 
decade. The process involves two steps: the first is the expression, transport and storage of the dsRNAs 
of target genes in a plant, and the second is that the expression of target gene in the pest is specifically 
inhibited after the pest feeds on this plant. So far, plant-mediated RNAi has been focused on Coleoptera, 
Lepidoptera and Homoptera pests, causing the abnormal growth and development, reduced fecundity, 
and mortality of insect pests, and even the abnormal growth and development of their offspring. There are 
many factors affecting the efficacy of plant-mediated RNAi for pest control, including the selection of 


target gene/locus, the length of dsRNA, dsRNA expression vector and the transformation method of 
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plant. Plant-mediated RNAi for pest control is still facing some challenges, such as the ecological safety 


of transgenic plant and the potential off-target effect of RNAi. With the development of this technology, it 


could become a new strategy for pest control. 


Key words: Transgenic plant; insect pest control; target gene; RNAi; off-target effect 


通过 转基因 技术 培育 抗 虫 作物 相 比 于 传统 的 抗 
虫 作 物 育 种 方式 ,不仅 具有 操作 简便 和 周期 短 等 优 
势 ,而 且 可 以 极 大 地 节省 人 力 和 时 间 成 本 (高 马 也 
等 , 2017 ) 。 最 成 功 的 转基因 抗 虫 作物 即 为 表达 共 
zx EZ BET Bacillus thuringiensis ( Bt) EE ANWR 
基因 作物 ,于 1996 EHETE AEM FA A 
翅 目 害虫 的 防治 ,有 效 减 少 了 化 学 农药 的 使 用 量 和 
保护 了 作物 (Gatehouse et al., 2011) 。 但 是 表达 Bt 
和 集 日 的 转基因 植物 对 同 这 目 等 刺 吸 式 取 食 的 害虫 没 
有 防治 效果 (Bonning and Chougule, 2014) ,日 许多 
害虫 已 经 对 表达 Bt 和 蛋白 的 转基因 植物 产生 了 抗 性 
( Janmaat and Myers, 2003; Wan et al., 2012; 
Furlong et al., 2013; Tabashnik and Carriére, 2017) 。 
因此 ,寻找 新 的 转基因 作物 来 蔡 代 或 补充 现 有 的 传 
统 转基因 作物 来 进行 害虫 防治 已 是 迫在眉睫 。 

RNA 干扰 (RNA interference, RNAi) 指 在 生物 
体内 , 外 源 或 内 源 的 双 链 RNA (double-stranded 
RNA, dsRNA) 与 其 互补 的 信使 RNA (mRNA ) 结 合 ， 
引起 mRNA 的 裂解 或 通过 影响 翻译 抑制 其 又 标 基 
因 的 表达 ,从 而 产生 基因 沉默 的 现象 。 最 早 1990 
^F. 58828 ^F. Petunia hybrida 人 花 流 色彩 的 研究 中 ,发 
现 了 基因 沉默 现象 (Napoli et al., 1990) ;之 后 该 现 
Seth TE AA Bu pK ff fal Neurospora crassa 中 被 报道 
(Romano and Macino, 1992), 直到 1998 Æ , Fire 等 
在 对 秀丽 隐 杆 线虫 Caenorhabditis elegans 的 研究 中 , 
发 现 并 定义 了 RNAI 的 作用 内 涵 ( Fire et al., 1998) , 
其 作者 Fire 和 Mello 也 因此 获得 了 2006 年 的 诺 贝 
尔 生 理学 或 医学 奖 。RNAi 现象 广泛 存在 于 动物 、 植 
物 以 及 微生物 中 ,该 技术 作为 一 种 基因 表达 抑制 的 
有 效 手 段 , 目 前 已 被 广泛 地 应 用 于 昆虫 功能 基因 组 
学 和 害虫 防治 等 的 研究 (Meister and Tuschl, 2004; 
Carthew and Sontheimer, 2009; Tsai et al., 2015; 
Zotti and Smagghe, 2015; W 6 w $5 , 2016; 
Zotti et al., 2018; 胡 少 茹 等 ,2019) , 2007 年 ,最 早 
出 现 了 利用 转基因 植物 表达 害虫 靶 标 基因 dsRNA 
来 防治 害虫 的 报道 (Baum et al., 2007; Mao et al., 
2007) 。 植 物 介 导 的 昆虫 RNAi 指 利 用 表达 了 昆虫 
特定 基因 的 dsRNA 的 寄主 植物 喂食 该 昆虫 ,可 以 沉 
默 昆 虫 特定 靶 标 基因 的 表达 ,引起 昆虫 生长 发 育 的 























异常 ,起 到 害 忠 防 控 的 作用 , 且 对 非 台 标 生 物 及 环境 
友好 (Bhatia et al., 2012; Dubelman et al., 2014) , 
此 外 ,该 技术 还 可 以 针对 害虫 的 不 同 靶 标 基 因 构 建 
同时 表达 多 种 dsRNA 的 作物 ,以 提高 作物 对 害虫 的 
抗 性 和 人 解决 因 害 虫 对 单个 组 标 基因 沉默 产生 抗 性 的 
问题 ( Katoch et al., 2013; Tzin et al., 2015). 目前 ， 
该 技术 已 被 用 于 治理 对 Bt 产生 抗 性 的 害虫 ,如 用 表 
达 dsRNA 的 作物 防治 已 对 Bt E Aree DEHE BJ BS 
Hi Helicoverpa armigera (Ni et al., 2017), Witt, Fl 
用 植物 介 导 昆虫 RNAi 防治 害虫 的 手段 有 望 减少 化 
学 农药 的 用 量 , 弥 补 现 有 转基因 抗 虫 作物 的 不 足 
(Kim et al., 2015; Yu et al., 2016a; Wang et al., 
2017; Zhang et al., 2017; Zotti et al., 2018) , 

应 用 植物 介 导 的 昆虫 RNAi 来 防治 害虫 在 近 10 
年 来 受到 了 广泛 的 关注 ,在 “Web of Science "数据库 
网 站 (http: // apps. webofknowledge. com ) 搜索 时 , 输 
人 “Plant”,“Insect” 和 “RNAi” 进 行 查询 时 ,可 以 得 
到 2 131 个 相关 的 报道 数据 结果 ,发 现 从 2007 - 
2018 年 ,文献 逐年 上 升 , 且 以 年 均 约 15. 096 的 速度 
增长 ,说 明 该 领域 的 研究 越 来 越 受到 重视 。 为 了 对 
应 用 植物 介 导 的 昆虫 RNAi 来 防治 害虫 进行 一 个 较 
全 面 的 认识 ,本 文 对 植物 介 导 昆虫 RNA: 的 作用 机 
理应 用 进展 .影响 因素 和 面临 的 挑战 等 进行 了 综述 。 


1 SMT SEH RNAi 防治 害虫 的 作 
用 机 理 


植物 介 导 昆虫 RNAi 防治 害虫 的 作用 机 理 包 括 
以 下 两 个 过 程 ,首先 是 植物 体内 害虫 靶 标 基因 
dsRNA 的 表达 、 运输 和 贮存 ,然后 是 害虫 取 食 该 植 
物 后 dsRNA 特异 性 地 抑制 害虫 体内 靶 标 基因 的 表 
达 ( 图 1)。 
1.1 植物 体内 昆虫 靶 标 基因 dsRNA 的 表达 、 运 输 
和 贮存 

植物 介 导 昆虫 RNAi 防治 害虫 的 第 一 步 即 获得 
表达 害虫 靶 标 基因 dsRNA 的 转基因 植物 ,植物 表达 
dsRNA 的 形式 分 为 不 可 遗传 的 病毒 侵 染 瞬时 表达 
和 可 遗传 的 转基因 植物 表达 ( Hajeri et al., 2014) ， 
其 中 转基因 植物 表达 又 可 进一步 细 分 为 核 转化 植物 
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图 1 植物 介 导 的 昆虫 RNAi 的 作用 过 程 ( 改 日 Yu et al., 2016b) 


Fig. 1 


表达 (将 表达 dsRNA 的 结构 插入 到 植物 细胞 核 基 因 
组 内 表达 dsRNA) ( Mao et al., 2007) 和 叶绿体 转化 
植物 表达 (将 表达 dsRNA 的 结构 插入 到 植物 叶绿体 
基因 组 内 表达 dsRNA) (Jin et al., 2015) 。 核 转化 植 
WJ ( Tzfira and Citovsky, 2006 ) 和 病毒 侵 染 植物 
( Nagyová and Subr, 2007; Swevers et al., 2013) 在 细 
胞 核 内 转录 表达 dsRNA 后 ,形成 的 dsRNA 被 转运 
至 植物 细胞 质 内 ,其 中 部 分 dsRNA 会 被 植物 上 自身 的 
Dicer 酶 切 制 成 小 片段 的 SiRNA ,这 些 siRNA nr 
过 胞 间 连 丝 进 行 短 距 离 运输 或 通过 韧 皮 部 进行 长 距 
离 转 运 至 整 株 植物 (Jose and Hunter, 2007 ) 
体 转化 植物 因 叶 绿 体 细 胞 需 数 量 众多 ,不 仅 dsRNA 
表达 量 高 , 旦 不 会 被 转运 至 细胞 质 , 仅 储 存 于 叶绿体 
内 ,同时 叶绿体 内 无 Dicer 酶 ,因此 叶绿体 转化 植物 
表达 的 dsRNA PJ A A Œ 8 {R ( Brodersen and 
Voinnet, 2006; Kumar et al., 2012; Bally et al., 
2016; Zhang et al., 2017) 。 
1.2 dsRNA jp SE R SUE 2 ESL B9 TD til 

当 昆 虫 取 食 了 表达 其 靶 标 基因 dsRNA 的 植物 



































Functional process of plant-mediated RNAi in insects (adopted from Yu et al., 2016b) 


后 ,植物 细胞 在 昆虫 肠 道 内 裂解 并 释放 其 中 的 
dsRNA/siRNA ,部 分 dsRNA/siRNA 会 在 转移 过 程 中 
被 昆虫 胞 外 核酸 酶 降解 (Huvenne and Smagghe, 
2010; Yu et al., 2016b) 。 存 在 于 昆虫 肠 道 内 的 
dsRNA/siRNA 进入 昆虫 体内 细胞 ,沉默 细胞 内 靶 标 
基因 的 表达 ,从 而 形成 环境 型 RNAi (environmental 
RNAi, 指 部 分 细胞 从 环境 中 吸收 dsRNA 后 , 仅 在 这 
部 分 细胞 内 引起 RNAi 效果 ) (Winston et al., 2007; 
Huvenne and Smagghe, 2010) 。 环 境 型 RNAi 包括 以 
下 过 程 :前 完 , dsRNA/siRNA 通过 内 耕作 用 的 方式 
进入 昆虫 体内 细胞 ,后 被 昆 暇 细胞 内 的 Dicer-2 Bj 
(RNase 亚 内 切 酶 ) 结 合并 切割 成 20 ~ 25 bp KER 
siRNA ( Elbashir et al., 2001; Saleh et al., 2006; 
McEwan et al., 2012), 值得 注意 的 是 在 线虫 体内 
dsRNA/siRNA 还 可 以 通过 细胞 路 膜 通道 重 白 介 早 
的 方式 进入 体内 细胞 ,如 Winston 等 (2007 ) 报道 的 
秀丽 隐 杆 线虫 dsRNA 可 以 通过 SID-2 介 导 进入 体 
内 细胞 ,同时 SID-1 在 该 过 程 中 也 起 到 了 必 不 可 少 
的 作用 ,这 与 Whangbo fll Hunter (2008 ) 报道 的 线虫 
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SID-1 与 SID-2 在 环境 型 RNAi 中 是 相互 协作 关系 
的 结论 相 一 致 。 之 后 ,siRNA 在 解 旋 酶 等 作用 下 解 
开 双 链 变 为 单 链 RNA ,其 中 的 一 条 单 链 为 引导 链 
RNA (guide RNA), 该 链 会 与 Argonaute 2 4E A 
(Ago-2) 254, 由 Dicer-2, Ago-2 和 引导 链 RNA 等 
组 成 的 复合 物 称 为 RNA 沉默 复合 物 (RNA-induced 
silencing complex, RISC) , RISC 在 引导 链 RNA 的 引 
导 下 与 其 互补 的 mRNA HERK ERIT Rr TE BS UJ 
割 , 使 该 靶 标 基因 mRNA 序列 裂解 ,沉默 其 表达 
( Meister and Tuschl , 2004; Siomi and Siomi, 2009) 。 
AFER H Hif — 28 E A ud, NBI ZR Ej f RNAi 过 
程 , 如 R2D2, FMRp, QDE-3, CHP1, Hsp70 fil Hsp90 
45 ( Liu et al., 2003; Meister and Tuschl, 2004; 
Dowling et al., 2016; Tsuboyama et al., 2018) , 

此 外 ,有 报道 表明 ,生物 体内 的 RNA 依赖 性 
RNA 聚合 酶 (RNA-dependent RNA polymerase, 
RDRP) 可 以 与 裂解 后 的 mRNA 结合 ,重新 合成 新 的 
dsRNA/siRNA 并 释放 至 细胞 外 或 再 次 参与 细胞 内 
的 RNAi 过 程 ,形成 系统 性 RNAi (system RNAi, 指 
部 分 细胞 内 发 生 基因 沉默 后 ,沉默 信号 可 以 转移 至 
其 他 细胞 或 组 织 , 从 而 引起 基因 沉默 效果 的 扩散 传 
播 ) (Huvenne and Smagghe, 2010)。 但 RDRP 仪 在 
WEW ER EL] RARR AES PRR , 
ERER AAS EIER 22 WJ LK BB e 1B rh 
被 发 现 (Sijen et al., 2001; Price and Gatehouse, 
2008; Malone and Hannon, 2009), Tomoyasu 等 
(2008) 报道 了 赤 拟 谷 资 Tribolium castaneum 体内 有 具 
有 系统 性 RNAi 现象 ,同时 也 发 现 赤 拟 谷 盗 中 没有 
参与 系统 性 RNAi 关键 聚合 酶 RDRP 的 同 源 性 基 
,日 3 个 SID-1 同 源 基因 与 秀丽 隐 杆 线虫 中 并 不 
参与 系统 性 RNAi 途径 的 基因 tag-130 同 源 ; Li 等 
(2016) EIRE T EXI Æt Diabrotica virgifera 
virgifera 具有 系统 性 RNAi 现象 ,但 未 发 现 有 聚合 酶 
RDRP 的 同 源 性 基因 , 且 在 注射 dsRNA 后 ,未 检测 
到 有 新 的 siRNA 产生 ,这些 结果 说 明了 昆虫 的 系统 
性 RNAi 通路 可 能 与 其 他 具有 系统 性 RNAi 现象 的 
生物 不 一 致 。 此 外 ,在 美洲 沙漠 蝗 Schistocerca 
americana ( Dong and Friedrich, 2005) , Z& My. K tt 
Locusta migratoria (Luo et al., 2012) jE} H Z HH 
Cylas puncticollis (Prentice et al., 2015) Æ K # dr 
Sitobion avenae ( Wang et al., 2015 ) FII K/h H E 
Aethina tumida ( Powell et al., 2016) 等 昆虫 中 也 发 现 
了 系统 性 RNAI 现象 ,但 其 作用 机 理 仍 有 竺 进一步 
的 研究 。 


























2 植物 介 导 昆虫 RNAi 的 控 害 效应 


目前 ,植物 介 导 的 昆虫 RNAi 主要 针对 鳞 翅 目 、 
鞘翅 目 和 同 怒 目的 害虫 ,可 以 引起 害虫 生长 发 育 的 
异常 ,从 而 进一步 影响 其 存活 率 和 尝 殖 力 ,甚至 其 于 
代 的 生长 发 育 也 会 受到 干扰 ( 表 1)。 
2.1 昆虫 生长 发 育 的 异常 

TERE TRARIA dsRNA 的 寄主 植 
物 后 ,其 生长 发 育 可 受到 影响 ,包括 发 育 时 间 延 长 、 
V FECES AT E Ce 1) 。 如 以 棉铃 虫 几 丁 质 酶 基 
chitinase 为 靶 标 构建 表达 其 dsRNA 的 转基因 烟 
草 Nicotiana tabacum 和 番茄 Solanum lycopersicum , ` 
棉铃 虫 幼虫 取 食 了 这 两 种 转基因 植物 后 ,其 靶 标 基 
chitinase 的 转录 水 平 减少 了 5.8 ~6.2 倍 ,幼虫 期 
延长 了 5 ~7 d, 师 重 下 降 了 31% ~37% , 虫 体 畸 形 
率 为 38% - 41% ,最 终 导致 了 52% ~56% 的 死亡 率 
(Mamta et al., 2016) ; 以 桃 蚜 Myzus persicae 体内 渗 
透 压 调 节 相 关 基 因 aquaporin, sucrase 和 gut sugar 
transporter 为 对 标 构 建 表达 其 dsRNA 的 转基因 本 氏 
烟草 Nicotiana benthamiana HW # JH Lycopersicon 
esculentum , ` Pk dep uk H eS AC Hl Bactericera ckerelli 
Jugo PA PEE A ja , J vB, uk K SUUS P Up E 
因 的 转录 水 平 下 降 了 50% , 且 虫 体内 的 血 淋 巴 渗透 
压 显 车 地 提高 ,同时 出 现 了 成 虫 体重 减轻 、 繁 殖 力 下 
降 等 现象 (Tzin et al., 2015) 。 
2.2 昆虫 存活 率 降 低 

害虫 取 食 了 表达 其 靶 标 基因 dsRNA 的 寄主 植 
物 后 ,其 对 农药 的 抗 性 或 植物 次 生 代 谢 物 的 解毒 能 
力 等 降低 ,最 终 导 致 害 虫 的 存活 率 下 降 ( 表 1) 。 如 
以 麦 长 管 师 参与 对 有 机 磅 农药 抗 性 的 羧 酸 酯 酶 基因 
carboxylesterase 为 靶 标 构建 表达 其 dsRNA 的 转基因 
IÆ Triticum aesticum , 当 麦 长 管 蚜 取 食 该 小 麦 后 , 虫 
体内 carboxylesterase 基因 的 转录 水 平 下 降 了 30% ~ 
60% ,对 倍 膊 松 农药 的 抗 性 降低 ,同时 死亡 率 也 显著 
升 高 (Xu et al., 2014) ; 以 烟草 天 蛾 Manduca sexta 
细胞 色素 PASO 单 氧化 酶 家 族 解毒 酶 基因 CYP6B46 
为 靶 标 构建 表达 其 dsRNA 的 转基因 野生 烟草 
Nicotiana attenuata , 当 烟 草 天 蛾 取 食 该 烟草 叶片 后 ， 
虫 体 对 尼古丁 的 解毒 代谢 能 力 减 弱 , 其 血 淋 巴 中 尼 
十 丁 的 含量 减少 ,导致 烟草 天 蛾 通过 气门 排出 的 尼 
古 丁 数量 减少 ,而 天 敌 狼 蛛 Camptocosa parallela 会 
优先 取 食 尼古丁 排放 量 少 的 烟草 天 蛾 ,从 而 使 狼 蛛 
对 取 食 了 转基因 烟草 的 烟草 天 蛾 具有 优先 取 食 特性 ， 
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最 终 减 少 了 烟草 天 蛾 的 存活 率 (Kumar et al., 
2014) 。 
2.3 昆虫 繁殖 力 下 降 

害虫 取 食 了 表达 其 靶 标 基因 dsRNA 的 寄主 植 
物 后 ,其 繁殖 力也 可 受到 影响 ,导致 产 卵 量 减 少 等 
( 表 1)。 如 以 桃 蚜 角质 蛋白 基因 cuticular protein 为 
Wp FE EIA dsRNA 的 转基因 拟 南 芥 Arabidopsis 
thaliana, 当 桃 蚜 取 食 该 拟 南 介 后 , 靶 标 基因 cuticular 
protein 的 转录 水 平 显 著 地 下 降 , 导致 其 繁殖 力 下 降 
[f 47% (Bhatia and Bhattacharya, 2018) ;以 烟 粉 乔 
Bemisia tabaci 参与 抵抗 番茄 黄 化 曲 时 病毒 Tomato 
yellow leaf curl virus 的 相关 热 激 重 白 基因 hsp70 为 对 
标 构建 表达 其 dsRNA 的 转基因 番茄 , 当 烟 粉 乱 取 食 
该 番茄 后 , 虫 体内 靶 标 基因 hsp70 的 转录 水 平 下降 
了 约 4 倍 , 虫 体 出 现 畸 形 ,死亡 率 高 达 85.6% ,同时 
其 产 卵 量 也 减少 了 19.4% (Kanakala et al., 2019) 。 
2.4 昆虫 子 代 生长 发 育 的 异常 

害虫 取 食 了 表达 其 靶 标 基因 dsRNA 的 寄主 植 
物 后 ,不 仅 其 当代 的 生长 发 育 会 受到 干扰 ,而 且 其 子 
代 也 会 受到 影响 ( 表 1)。 如 以 桃 师 基因 Rack1, 
MPC002 和 Mp2 为 靶 标 构建 的 转基因 拟 南 芥 , 24 E 
蚜 取 食 该 拟 南 芥 后 , 当代 虫 体 半 标 基因 的 转录 水 平 
下 降 了 50% ~70% ,出 现 繁殖 力 下 降 等 现象 ;之 后 ， 
将 取 食 了 转基因 拟 南 介 的 上 肉 成 虫 转移 至 正常 拟 南 介 
后 ,检测 其 产 下 的 子 代 虫 体 靶 标 基 因 的 转录 水 平 , 结 
末 发 现 子 代 度 标 基因 的 转录 水 平 也 下 降 了 7596 ,这 
表明 植物 介 导 桃 蚜 RNAi 可 以 通过 桃 是 母 本 进行 垂 
直 传 播 (Coleman et al., 2014; Coleman et al., 
2015) ; Abdellatef “(2015 ) th #Ri8 SAE sy SB 
管 蚜 RNAi 可 以 通过 其 母 本 垂直 传播 至 第 6 代 。 植 
物 介 导 昆虫 RNAi 通过 母 本 进行 垂直 传播 的 现象 是 
否 普遍 存在 于 昆虫 体内 ,以 及 其 母 本 垂直 传播 作用 
机 理 等 还 有 竺 于 进一步 的 研究 。 但 有 理由 怀疑 植物 
Ar SEE, RNAi 的 母 本 垂直 传播 现象 可 能 与 蚜虫 的 
系统 性 RNAi (Wang et al., 2015) 和 孤 肉 生殖 的 繁 
和 殖 方 式 有 关 , 即 当 蚜 虫 体内 引发 了 系统 性 RNAi 后 ， 
dsRNA/siRNA 传播 至 体内 的 繁殖 细胞 ,从 而 导致 由 
繁殖 细胞 发 育 而 来 的 子 代 也 具有 RNAI 效果 ,形成 
母 本 垂直 传播 现象 。 


3 ”植物 介 导 昆虫 RNAi 防治 害虫 效率 
影响 因素 


植物 介 导 昆虫 RNAi 防治 害 忠 有 望 成 为 害虫 治 















































理 的 新 策略 ,其 防治 效率 主要 取决 于 dsRNA 序列 特 
征 和 dsRNA 表达 量 。 其 中 ,dsRNA 序列 特征 包括 了 
dsRNA Ups S AE DS] 、 靶 定 的 位 点 区 域 和 dsRNA 的 长 
度 等 ;影响 dsRNA 表达 量 的 因素 主要 包括 了 植物 表 
达 载 体 的 结构 和 植物 的 遗传 转化 方式 等 。 
3.1 害虫 靶 标 基因 的 选择 

目前 已 报道 的 害 忠 技 标 基因 选择 方法 主要 包括 
已 知 功 能 蛋白 的 基因 的 选择 、cDNA 文库 和 转录 组 
数据 筛选 等 。 
3.1.1 选择 已 知 功能 和 蛋白 的 基因 为 丢 标 :以 害虫 已 
知 功能 的 基因 为 靶 标 构建 表达 其 dsRNA 的 转基因 
植物 , 当 害 虫 取 食 该 植物 后 ,其 相应 靶 标 基因 的 功能 
受到 抑制 ,从 而 导致 害虫 的 生长 发 育 受 到 干扰 , 达到 
害虫 防治 的 目的 。 如 选择 以 下 已 知 功能 和 蛋 日 基因 为 
靶 标 构建 表达 其 dsRNA 的 植物 对 相应 害虫 进行 防 
76 : ZARE A SEL] MySP (Bhatia et al., 2012) 、 
Z Bx» Le zy pt PE BJ 2 W Bú Bj BETA] COE EA 
(Xu et al., 2014) 2-5 2 JZ A Pr 28 +E Ao ER 
日 基因 ACT (Zhang et al., 2015) 、 参 与 能 量 代 谢 的 
精 氮 酸 激酶 基因 HaAK (Liu et al., 2015) .神经 信和 号 
传导 相关 的 关键 酶 乙酰 胆 碱 酯 酶 基因 ACE (Bally et 
al., 2016) ih Hz i BS IK At [N]. EcR (Malik et al., 
2016) 、 保 幼 激素 结合 蛋白 基因 JHBP (Ni et al., 
2017) .信息 素 合 成 相关 的 脂肪 酰基 因 AsFAR (Luo 
et al., 2017) .参与 昆虫 组 织 结构 的 几 丁 质 合 成 相关 
基因 CHS1 (Zhao et al., 2018) 和 热 激 和 蛋白 基因 
hsp70 ( Kanakala et al., 2019 ) 等 。 此 外 ,以 昆虫 肠 道 
表达 的 基因 作为 靶 标 基因 相对 更 容易 达到 害虫 防治 
的 作用 ,这 是 因为 害虫 取 食 援 入 的 dsRNA 首先 需要 
经 过 其 肠 道 围 食 膜 的 吸收 或 转运 ,而 dsRNA 要 到 达 
其 他 部 位 则 要 通过 其 他 屏障 , 且 有 可 能 被 降解 
(Whangbo and Hunter, 2008 ) 。 

值得 注意 的 是 ,通过 比较 不 同 功能 基因 dsRNA 
注射 或 喂食 昆虫 的 RNAi 效率 ,可 以 为 植物 介 导 昆 
E RNAI 防治 害虫 提供 更 有 洲 在 应 用 价值 的 候选 靶 
标 基因 ,如 Yu 等 (2016a，2016b ) 分 析 了 农业 害虫 
37 个 RNAi 效率 较 高 的 候选 基因 ,为 植物 介 导 昆虫 
RNAi 防治 害虫 提供 了 丰 宇 的 候选 靶 标 基因 的 信息 。 
随 着 越 来 越 多 的 害虫 基因 组 信息 破译 成 功 ,相信 可 
以 为 植物 介 导 昆虫 RNAi 防治 害虫 的 策略 提供 更 加 
丰富 的 候选 靶 标 基因 信息 。 
3.1.2 根据 cDNA 文库 和 转录 组 数据 筋 选 靶 标 基 
:cDNA 文库 基因 筛选 指 通过 构建 害虫 的 cDNA 
文库 获得 基因 信息 ,再 从 这 些 基 因 中 项 选 出 RNAi 
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ACE res EA EE DLE J Spa, 比较 适合 于 害虫 基 
因 组 未 被 破译 时 的 靶 标 基因 筛选 。 如 Baum 等 
(2007 ) 通过 玉米 根 下 叶 甲 CDNA 文库 获得 了 大 量 的 
基因 编码 序列 ,再 以 喂食 其 dsRNA 的 方法 盘 选 出 了 
RNAi 效率 较 高 的 靶 标 基因 V-ATPase subunit A ,构建 
表达 该 基因 dsRNA 的 转基因 玉米 Zea mays , 8 F IË 
食 实验 发 现 玉 米 根 蛋 叶 甲 对 该 玉米 的 取 食 面积 显著 
减少 ;Mao 55 (2007) 也 通过 分 析 取 食 了 棉 子 酚 的 机 
铃 虫 cDNA 文库 筛选 到 了 可 以 解毒 株 子 酚 的 葛 标 基 
CYPOAE14 ,构建 表达 该 基因 dsRNA 的 转基因 拟 
PASTANI Jes ,发 现 棉 铃 虫 取 食 了 这 两 种 植物 后 对 
棉 子 酚 的 抗 性 能 力 显 著 降 低 。 

转录 组 测序 技术 可 以 为 害虫 靶 标 基因 的 高 通 量 
诵 选 提供 新 的 技术 方法 (Zhang et al., 2013), 。 例 
如 ,Zhang 等 (2013 ) 通 过 比较 麦 长 管 蚜 取 食 小 麦 前 
后 的 转录 组 数据 ,找到 了 16 个 高 差异 表达 基因 , 进 
一 步 比较 其 RNAI ADS, ge ZX i ve BI P 5 个 可 以 引 
起 麦 长 管 蚜 发 育 畸 形 和 死亡 的 候选 基因 ,为 植物 介 
S RNAi 防治 麦 长 管 是 提供 了 有 利 的 候选 靶 标 基 
; Wang 等 (2011 ) 也 通过 亚洲 玉米 蜡 Ostrinia 
furnacalis 转录 组 高 通 量 测序 技术 找到 了 10 个 RNAi 
效率 较 高 的 候选 靶 标 基因 。 

制约 植物 介 导 的 害虫 RNA 干扰 应 用 的 主要 
素 是 对 昆虫 生命 过 程 的 分 子 机 理 研 究 不 足 , 导 致 可 
选择 的 特异 性 的 高 效 靶 标 基 因数 量 不 足 。 为 了 找到 
相对 高 效 的 靶 标 基因 ,首先 应 根据 基因 序列 的 
BLAST 分 析 ( 功能 已 知 基因 或 同 源 基因 的 寻找 ) 或 
通过 cDNA 文库 和 转录 组 数据 的 分 析 ( 未知 功能 基 
因 的 寻找 ) 往 选 出 一 批 在 昆虫 生命 进程 中 发 挥 了 重 
要 功能 (特别 是 肠 道 高 表达 的 基因 ) 的 候选 基因 ,再 
利用 注射 或 喂食 等 方法 导入 昆虫 体内 ,从 而 筛选 出 
具有 高 RNAI 效率 或 高 致死 的 靶 标 基因 ,用 于 后 续 
的 害 忠 防 控 人 研究 。 
3.2 dsRNA 靶 定 的 位 点 和 长 度 

当成 功 筛选 到 了 害虫 靶 标 基因 后 ,如 何在 该 靶 
标 基 因 上 选择 合适 的 靶 定 位 点 呢 ? 目前 并 未 见 表达 
害虫 靶 标 基因 不 同位 点 区 域 dsRNA 的 转基因 植物 
对 害虫 防治 效 末 比较 的 直接 报道 ,但 基因 不 同位 点 
区 域 dsRNA 对 害虫 的 RNAi 效率 的 确 存 在 着 显著 性 
的 差异 ,如 徐 秀 风 报道 的 大 肠 杆 郑 Escherichia coli R 
达 精 氨 酸 激酶 基因 不 同位 点 区 域 的 dsRNA 对 小 菜 
i Plutella xylostella 的 RNAi 效率 差异 显著 (人 徐 秀 
JRL, 2012) ; Gong 等 (2013 ) 报道 了 用 合成 的 乙酰 胆 
碱 酯 酶 基因 不 同位 点 的 siRNA 喂食 小 某 蛾 后 ,小 荣 
















































































蛾 死亡 率 差 异 较 大 (40% ~89% ) 。 

此 外 , 靶 标 区 域 dsRNA 的 长 度 也 会 影响 靶 标 基 
因 沉 默 的 效率 ,如 五 等 (2015 ) 通过 比较 不 同 长 度 
(21 ~184 bp) AY V-ATPase C 基因 dsRNA 对 玉米 根 
坚 叶 甲 的 RNAi 效率 ,发 现 dsRNA 的 长 度 应 > 60 bp 
才 有 较 好 的 基因 沉默 效果 , 旦 长 片段 dsRNA 的 沉默 
效率 高 于 短片 段 dsRNA。 目 前 ,植物 介 导 昆虫 RNAi 
防治 害虫 的 大 多 数 报道 采用 的 靶 标 基因 位 点 区 域 
dsRNA 的 长 度 为 200 ~500 bp (Æ 1) Feinberg 和 
Hunter 等 也 在 不 同 长 度 (21 ~592 bp) dsRNA 对 果 
ti Drosophila S2 细胞 的 RNAI 效率 比较 中 ,发 现 了 
相似 的 结果 , 即 RNAi 效率 随 看 dsRNA 长 度 的 升 高 
而 增强 (Feinberg and Hunter, 2003; Saleh et al., 
2006) 。 但 是 ,Ji 等 (2015 ) JR 3E 2) 9n] ZETA Y NES H 
靶 标 基因 cytochrome p450 monooxygenase, V-ATPase 
和 chitin synthase 小 片段 dsRNA (2521 bp) 的 叶绿体 
转化 本 氏 烟 草 对 棉铃 虫 也 具有 较 好 的 RNAi AUR. 

值得 注意 的 是 ,Li 等 (2015 ) 发 现 植物 表达 的 
dsRNA 会 被 植物 自身 的 Dicer 酶 切割 成 小 片段 
siRNA ,那么 在 植物 介 导 昆虫 RNAi 防治 害虫 的 过 程 
中 到 底 是 植物 表达 的 dsRNA .切割 后 的 siRNA 、 还 是 
它们 两 者 共同 发 挥 的 作用 ,这 个 问题 引起 了 广泛 的 
关注 (Whyard, 2015) 。 目 前 , 较 多 的 报道 倾向 于 认 
为 植物 介 导 昆虫 RNAi 防治 害虫 的 作用 因子 是 植物 
合成 的 长 片段 dsRNA, 而 其 被 植物 目 身 Dicer BJ 
Fl BUA) Bt siRNA 会 影响 其 RNAi 的 效率 (Li et 
al., 2015; Zhang et al., 2015) ,但 这 一 问题 的 确切 
答案 仍 有 竺 于 进一步 的 研究 。 综 上 可 知 , 植 物 介 时 
昆虫 RNAi 防治 害虫 的 靶 标 基因 dsRNA 长 度 应 尽 
量 >60 bp, 且 在 一 定 范 围 内 长 度 越 长 ,RNAi 效率 
越 高 。 
3.3 ”植物 表达 dsRNA 载体 的 结构 

目前 ,已 报道 有 9 种 可 表达 基因 dsRNA 的 载体 
表达 元 件 排 列 结构 ,如 双 局 动 子 结构 、hpRNA 结构 、 
amiRNA 结构 和 atasiRNA 结构 等 ( Zhang et al., 
2015; Guo et al.,，2016 ) 。 在 植物 表达 dsRNA AY RK 
体 构建 中 使 用 较 多 的 是 hpRNA 结构 , 即 表达 元 件 按 
照 “ 局 动 子 - 正 回 靶 标 基因 区 域 - 内 含 子 - 反 回 靶 标 基 
因 区 域 -终止 子 ”的 顺序 排列 ( Mao and Zeng, 2014; 
Urquhart et al., 2015; Mamta et al., 2016) 。 不 同 植 
物 表 达 dsRNA 结构 的 载体 在 植物 体内 表达 的 
dsRNA 量 可 能 存在 着 差异 ,如 Zhang 等 (2015 ) 报道 
了 3 种 植物 表达 dsRNA 结构 的 载体 转化 马铃薯 
Solanum tuberosum 后 , 发 现 不 同 载体 结构 转化 后 的 
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马 铃 敬 表达 dsRNA 量 差异 明显 ,但 具体 何 种 结构 的 
载体 在 植物 体内 更 有 利于 dsRNA 的 高 表达 仍 有 待 
于 进一步 的 研究 。 

此 外 ,载体 中 的 启动 子 元 件 决定 了 植物 表达 异 
源 和 蛋 晶 的 时 间 、 空 间 和 强度 ,启动 子 类 型 可 以 分 为 组 
成 型 启动 子 .诱导 型 启动 子 和 组 织 特异 型 启动 子 3 
JS CES; SF, 2018) 。 目 前 ,在 构建 表达 dsRNA 的 
核 转化 植物 的 载体 中 常用 的 启动 子 是 花椰菜 花 叶 病 
## (cauliflower mosaic virus, CaMV) 35S 启动 子 ,也 
有 采用 其 他 局 动 子 的 相关 报道 ,如 RbeS 启动 子 、 
PRP 启动 子 和 Ubiquitin 启动 子 等 ;用 于 叶绿体 转化 
植物 载体 中 的 启动 子 主要 是 Prm 局 动 子 和 PsbA 局 
动 子 等 ( 表 1) 。 在 选择 表达 dsRNA 的 植物 载体 启 
动 子 时 ,可 以 优先 选择 启动 能 力 较 强 的 启动 子 , 增 加 
植物 表达 dsRNA 量 , 从 而 提高 RNAi 效率 ,如 Khan 
“(2015 ) 报道 棉 叶 卷曲 滴 虫 病毒 Cotton leaf curl 
Burewala virus 的 ReP 强 启动 子 , 其 启动 表达 的 GUS 
量 是 CaMV 35S 启动 子 驱 动 时 的 2~4 售 ;也 可 以 选 
择 诱 导 型 表达 的 局 动 子 , 当 害虫 取 食 植物 后 ,刺激 植 
物 表 达 其 靶 标 基因 dsRNA 防御 害虫 ,如 练 云 等 
(2014) 报 道 了 一 种 玉米 受伤 诱导 基因 Wipl 表达 的 
启动 子 ;还 可 以 选择 组 织 特异 性 表达 的 启动 子 ,该 类 
启动 子 可 以 实现 外 源 基因 在 植物 中 的 组 织 特 异 表 
达 , 既 可 以 增加 特定 局 部 组 织 的 dsRNA 表达 量 , 又 
可 以 避免 在 其 他 组 织 部 位 表达 造成 的 物质 能 源 浪 
费 , 如 Nanjareddy £ (2014) jk jÉ BJ (X TE 3€ Xi 
Phaseolus vulgaris 根部 特异 性 表达 的 NIN 启动 子 等 。 
但 是 ,有 报道 表明 植物 合成 的 dsRNA 会 被 目 身 的 
Dicer 酶 切割 为 短 的 siRNA, ,而 siRNA 又 可 以 通过 胞 
间 连 丝 或 植物 韧 皮 部 进行 转运 (Jose and Hunter, 
2007) ,这 或 许 意 味 着 植物 组 织 特 异性 局 动 子 表 达 
的 dsRNA 无 法 达到 组 织 特异 性 存在 的 效果 。 

3.4 表达 dsRNA 植物 的 遗传 转化 方式 

目前 ,表达 dsRNA 的 植物 类 型 主要 有 3 种 ,分 
别 为 病毒 侵 染 瞬 时 表达 的 植物 、 核 转化 的 植物 和 叶 
绿 体 转化 的 植物 ( 表 1) ,不同 的 植物 类 型 表达 的 
dsRNA 具有 各 目的 优 缺 点 。 病 毒 侵 染 瞬时 表达 的 
方法 可 以 快速 获得 表达 dsRNA 的 植株 ,可 用 于 不 同 
候选 靶 标 基因 RNAi 效率 的 快速 得 选 , 但 dsRNA {X 
在 当代 植物 上 表达 ,其 子 代 无 法 获得 表达 dsRNA 的 
REJI (Kumar et al., 2012) 。 核 转化 植物 的 方式 操作 
较 简 便 ,但 外 源 基因 随机 插入 人 核 基因 组 内 , 且 植 物 表 
达 的 dsRNA 量 较 少 ,同时 表达 的 部 分 dsRNA 还 会 
被 植物 自身 的 Dicer 酶 切割 ,影响 RNAi 的 沉默 效率 
























































(Bally et al., 2016) 。 叶 绿 体 转化 植物 的 技术 发 展 
Af. H i EGRE SEE En pr HJ oe CRT dS DSL ) ERU 
基因 导入 到 叶绿体 基因 组 内 ,但 其 具有 许多 的 优点 ， 
如 靶 标 基因 可 以 定点 搬入 叶绿体 基因 组 内 ,不 会 破 
坏 其 他 基因 的 正常 表达 ;叶绿体 细胞 器 数量 众多 ,无 
Dicer 切割 酶 且 dsRNA 不 会 被 转移 出 叶绿体 细胞 
ar , (4G dsRNA 表达 量 得 到 累积 ,日 不 会 被 降解 ; 同 
时 叶绿体 转化 植物 绝 大 部 分 属于 母系 遗传 ,可 以 减 
少 或 杜绝 转基因 植物 可 能 引起 的 基因 扩散 或 生态 安 
全 问题 等 (Wani et al., 2015; Bally et al., 2018) 。 

Zhang 55 (2015 ) 通过 比较 核 转 化 和 叶绿体 转化 
的 植物 介 导 昆虫 RNAi Xf 4h H k Leptinotarsa 
decemlineata 的 防治 效果 ,结果 发 现 叶 绿 体 转化 的 植 
物 不 仅 具 有 更 高 的 dsRNA 表达 量 , 且 对 马铃薯 甲虫 
的 防治 效果 显著 地 优 于 核 转 化 植物 。 此 外 ,需要 注 
意 的 是 同一 转化 类 型 的 不 同 转基因 植物 株 系 对 靶 标 
害虫 的 防治 效率 也 会 存在 显著 性 的 差异 ,如 Mamta 
等 (2016) 在 比较 表达 棉铃 忠 dsRNA 的 核 转化 烟草 
不 同 株 系 对 棉铃 虫 的 防治 效果 时 ,发 现 不 同 转基因 
Fk A pgs d B. RNAi 防治 效率 差异 显著 ,甚至 部 
分 转基因 株 系 对 棉铃 虫 无 防治 效果 ;也 有 报道 表明 
病毒 侵 染 瞬时 表达 dsRNA 的 转基因 本 氏 烟 草 不 同 
Tk A WE SUB) Planococcus citri 的 防治 效果 差异 显 
# (Khan et al., 2013)。 由 此 可 知 , 在 利用 植物 介 叶 
昆虫 RNAi 防治 害虫 的 策略 时 ,选择 合适 的 表达 
dsRNA 植物 的 遗传 转化 方式 和 转基因 株 系 的 包 选 
至 关 重 要 。 

由 此 可 见 , 我 们 可 以 从 以 下 方面 来 提高 植物 介 
导 RNAi 防治 害虫 的 效率 :(1) 靶 标 基 因 的 选择 : 短 
选 出 更 加 高 效 的 害虫 靶 标 基因 , 且 选 择 该 基因 内 有 
效 的 位 点 和 适当 的 dsRNA 长 度 。(2) 提高 植物 
dsRNA 的 含量 :如 选择 在 植物 体内 启动 表达 能 力 较 
强 的 启动 子 来 构建 害虫 靶 标 基因 的 RNAi 结构 , 优 
先 选择 叶绿体 转化 植物 的 方式 获得 叶绿体 高 表达 害 
Tg pp Al dsRNA 的 植物 ;或 抑制 植物 Dicer 酶 的 
活性 , 从 而 减少 dsRNA 在 植物 体内 的 降解 ,如 
Kumar 等 (2012 ) 报道 的 通过 降低 烟草 Dicer 酶 的 
dsRNA 降解 活性 ,提高 了 植物 表达 害虫 靶 标 基因 
dsRNA 的 量 ,从 而 成 功 提高 了 其 对 烟草 天 蛾 靶 标 基 
因 的 沉默 水 平 。 此 外 ,在 构建 植物 表达 害虫 训 标 基 
dsRNA 的 载体 时 ,也 可 以 以 多 个 害虫 基因 作为 靶 
标 基因 ,同时 沉默 其 多 个 基因 的 表达 ,从 而 达到 提高 
RNAi 效率 的 作用 ,如 Tzin 等 (2015 ) 报道 表达 了 桃 
蚜 多 个 靶 标 基因 dsRNA 的 本 氏 烟 草 可 以 提高 其 对 
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桃 蚜 的 RNAi 效率 。 


4 ”植物 介 导 昆虫 RNA 防治 害虫 的 潜 
在 安全 性 


表达 dsRNA 的 转基因 植物 与 传统 的 转基因 植 
物 存在 着 显著 性 的 差异 , 即 表达 dsRNA 的 转基因 植 
物 不 会 产生 新 重 日 , 仅 产 生 害 虫 靶 标 基因 的 
dsRNA ,因此 可 以 避免 很 多 由 转基因 植物 直接 表达 
的 目的 和 蛋 日 带 来 的 潜在 安全 性 风险 ,如 普通 转基因 
植物 表达 目的 重 白 后 ,该 重 白 可 能 产生 的 毒性 .过敏 
性 营养 性 和 超级 杂 和 草 等 安全 性 的 问题 可 以 得 到 避 
ff; ( Talas-Ogras, 2011; Roberts et al., 2015; f Mi 
等 , 2018). 。 同 时 ,转基因 植物 表达 的 dsRNA 在 环 
境 中 极 易 降解 ,这 也 为 植物 介 导 昆虫 RNAi 防治 害 
虫 策略 的 环境 友好 型 特点 更 定 了 基础 ,如 Dubelman 
(2014) 报道 了 将 体外 合成 的 dsRNA 转移 至 3 种 
不 同 土壤 中 后 ,90% dsRNA 量 均 在 35 h 内 降解 了 ， 
但 是 Feng 等 (2011) 结果 显示 转基因 植物 释放 的 抗 
虫 Bt 重 日 在 不 同 土壤 中 降解 90% 需要 4. 66 ~ 
162. 45 d, 

但 是 ,植物 介 导 昆虫 RNAi 防治 害虫 策略 也 还 
面临 着 一 些 湾 在 的 安全 性 问题 ,如 转基因 植物 的 安 
全 性 问题 和 RNAi YE TE B) ii 0 2C JW. ( off-target gene 
effect) , 即 非 靶 标 基因 被 沉默 的 现象 ,其 中 脱 靶 效应 
包括 3 个 层面 :植物 上 自身 基 因 被 沉默 . 靶 标 害虫 的 非 
靶 标 基因 被 沉默 和 其 他 生物 基因 的 沉默 (Lundgren 
and Duan, 2013; Roberts et al., 2015) 。 

4.1 表达 dsRNA 的 转基因 植物 潜在 安全 性 问题 

表达 昆虫 dsRNA 的 转基因 植物 不 可 避免 地 带 
来 一 些 湾 在 的 安全 性 问题 ,如 筛选 标记 基因 麻 移 和 
核 转化 中 由 表达 载体 随机 插入 植物 基因 组 内 可 能 引 
起 的 插入 位 点 原 基 因 的 表达 异常 等 (Tzfira and 
Citovsky, 2006) , HAT, Fai dsRNA 的 转 
FEA HE B p iO AE A ERENER 2S HAS BJ 
抗 性 标记 基因 U FJ 26 ZR OHOUUBE SR PRESS REP 
Wt Basta HE J ra gg ESE (Ze 1) , *4 pe m Dep 
iE DS A HE TRUE Ja , SC n] Bé Z| u HB ft. SJ RE WJ uk. H RT 
等 产生 相应 的 抗 性 ,如 产生 具有 抵抗 相应 抗生素 的 
超级 细菌 或 抗 相应 除草 剂 的 杂 草 等 。 但 值得 注意 的 
是 ,在 构建 植物 表达 载体 时 ,添加 Cre-lox 序列 可 以 
在 获得 了 转基因 植物 后 对 得 选 标 记 基 因 进 行 删除 ， 
这 一 基因 删除 技术 为 解决 由 短 选 标记 基因 滁 移 可 能 
引起 的 安全 性 问题 提供 了 方法 (Eva et al., 2018), 










































































同时 , 核 转化 植物 中 的 害虫 靶 标 基因 RNAi 结构 随 
机 插入 基因 组 内 可 能 引起 的 植物 原 插 入 位 点 基因 表 
达 异 常 的 问题 也 有 望 得 到 解决 ( 奉 患 霞 和 周 丽 ， 
2017) ,如 Miki 等 (2018 ) 报道 了 利用 CRISPR/Cas9 
技术 成 功 将 植物 表达 载体 中 的 T-DNA 结构 定点 插 
和 人 到 相应 的 拟 南 芥 基 因 组 内 ,将 这 段 donor FF #!]J ë 
换 为 昆虫 丢 标 基因 RNAi 结构 后 ,通过 CRISPR/ 
Cas9 技术 将 该 RNAI 结构 定点 插入 植物 基因 组 内 ， 
可 以 消除 核 转化 方法 的 RNAi 结构 随机 插入 植物 基 
因 组 内 的 不 足 。 

4.2 植物 介 导 昆虫 RNAi 防治 害虫 的 潜在 脱 靶 效应 
4.2.1 植物 目 身 基因 被 沉默 :植物 介 导 昆虫 RNAi 
防治 害虫 的 第 一 步 即 为 植物 表达 害虫 靶 标 基因 的 
dsRNA ,表达 的 部 分 dsRNA 会 被 植物 目 身 的 Dicer 
酶 切割 为 小 片段 的 siRNA, siRNA 可 以 沿 着 植物 的 
胞 间 连 丝 或 韦 皮 部 进行 全 植株 的 扩散 ,这 也 许可 以 
为 整 株 植物 提供 保护 ,但 同时 也 为 植物 自身 基 因 的 
RNAi 脱 革 效应 提供 了 可 能 ,导致 植物 自身 体内 与 表 
达 的 害虫 靶 标 基因 dsRNA/siRNA 部 分 同 源 的 基因 
被 沉默 (Xu et al., 2006; Jose and Hunter, 2007; 
Roberts et al., 2015). HBT, THD E 35 HY F R 3U ps 
基因 dsRNA 对 植物 本 号 基因 产生 的 非特 异性 沉默 
还 有 待 于 进一步 的 研究 ( Auer and Frederick, 
2009) ,但 有 报道 表明 植物 表达 的 目 身 基因 dsRNA 
不 仅 可 以 沉默 其 靶 标 基因 的 表达 ,同时 也 可 以 显著 
地 沉默 其 他 同 源 性 高 于 21 nt 的 非 靶 标 基 因 的 表达 
(Xu et al., 2006) 。 

4.2.2 Fy ae AY ARE xU : E Fe üh EH WJ BS TA BJ 
dsRNA 的 方式 主要 有 两 种 ,第 1 种 是 从 植物 原 材 
料 .土壤 或 环境 中 接触 ,第 2 种 是 通过 食物 网 的 方式 
获得 dsRNA (Roberts et al., 2015), 。 有 益 的 脱 靶 效 
应 指 植物 表达 的 dsRNA 不 仅 可 以 沉默 靶 标 害虫 的 
3E SU ERE DA] ,也 可 以 沉默 非 靶 标 有 害 生 物 ( 如 除 靶 
标 害 虫 以 外 的 其 他 害虫 线虫 和 植 食性 螨虫 等 ) 的 
同 源 基 因 ,从 而 达到 广 谱 除 害 的 效果 。 

度 标 害虫 取 食 了 表达 其 靶 标 基因 dsRNA 的 植 
物 后 , 靶 标 基因 的 表达 会 受到 抑制 ,害虫 生长 发 育 受 
到 影响 ,从 而 提高 其 死亡 率 , 但 害虫 的 非 靶 标 基 因 的 
表达 也 可 能 受到 抑制 ,这 可 能 是 由 于 RNAI 的 直接 
脱 靶 效应 ,也 可 能 是 由 于 靶 标 基因 的 表达 减少 而 造 
成 的 下 游 非 靶 标 基因 转录 减少 (也 可 以 称 之 为 
RNAi 间接 脱 靶 效应) 。 例 如 ,Tian 等 (2015 ) 报道 的 
RNAi 和 直接 脱 靶 效应 , 即 棉铃 虫 取 食 表达 了 其 HMGR 
基因 ( 保 幼 激 系 合成 相关 酶 基因 ) dsRNA 的 棉花 
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Gossypium hirsutum 后 , 靶 标 基因 HMGR 的 沉默 率 为 
80. 7% , {H [n] J Hz F J dE A OW x SER OE Jet A A 
vitellogenin (FARREA BJ x EE US) 的 表达 也 
被 沉默 了 76.9% ; Navale 56 (2017) 报道 的 RNAi JH] 
pz XC, BH 80 4S He BY € Xe 3X5 BR JH methyl 
transferase 基因 dsRNA 的 番茄 后 , 靶 标 基因 的 表达 
被 沉默 了 90. 0% ,但 同时 其 下 游 基 因 Kr-hl 的 表达 
也 被 沉 黑 了 72.096 。 此 外 ,RNAi 间接 脱 靶 效应 也 
可 能 导致 非 靶 标 基 因 的 表达 上 调 (Jackson et al., 
2003) ,这 可 能 是 由 于 靶 标 基因 的 表达 减少 而 造成 
Mle) Dye A ak Rt s A SEA Se AS Eval, Kumar 
等 (2012 ) 报道 了 烟草 天 蛾 取 食 表达 其 细胞 色 系 
P450 家 族 CYP6B46 基因 dsRNA 的 烟草 后 ,其 靶 标 
基因 CYPOB46 被 显著 地 沉默 了 ,但 与 靶 标 基因 
dsRNA 的 区 域 拥 有 较 高 同 源 性 ( 同 源 性 为 80. 4% , 
且 有 一 段 连续 同 源 23 nt 的 序列 ) 的 非 靶 标 基 因 
CYP6BA5 的 表达 并 没有 受到 抑制 ,猜测 可 能 是 由 于 
dE $8 bs EDD CYP6BAS 表达 的 酶 与 靶 标 基 
CYP6B46 表达 的 酶 具有 部 分 相同 功能 ,从 而 使 得 非 
WUpRAED] CYPOB4S 上 调 表达 而 抵消 了 其 脱 靶 沉默 
效应 。 

对 于 其 他 有 害 生 物 来 说 ,我 们 和 希望 植物 介 导 昆 
E RNAI 不 仅 能 够 防治 靶 标 害虫 ,同时 也 可 以 充分 
AER. RNAi 脱 靶 效应 来 防治 其 他 有 害 生物 ,这 样 
可 以 达到 广 谱 除 害 的 效果 。 例 如 ,Zhu 等 (2012 ) 报 
B HL A SS rH Ba Hz Ze S£ RSE] dsRNA 的 烟草 
4] All MS E BAS rH AEH Se C BR Spodoptera litura (基因 
同 源 性 为 89.0% , AA 3 个 连续 同 源 21 ~ 29 nt 的 
序列 ) 后 ,发现 不 仅 葛 标 害 虫 槐 铃 虫 的 死亡 率 显 车 
地 提高 了 ,而 且 非 靶 标 害虫 甜 这 夜 蛾 的 死亡 率 也 显 
车 地 提高 了 。 值 得 注意 的 是 ,利用 RNAi 脱 靶 效应 
防治 其 他 害虫 的 效果 似乎 与 它们 的 基因 同 源 性 程度 
成 正 相 关 ,如 Bhatia 等 (2012 ) 报 道 了 用 表达 了 桃 蚜 
MySP 基因 dsRNA 的 拟 再 价 分 别 喂食 桃 师 和 驴 豆 虹 
Acyrthosiphon pisum 后 , 发 现 靶 标 害虫 桃 蚜 的 MySP 
基因 被 显著 地 沉默 了 ,但 是 非 靶 标 害 虫 更 豆 蚜 的 两 
个 同 源 性 基因 ( 同 源 性 仅 为 40.3% 和 41.1% ) 的 表 
达 并 未 受到 抑制 ;Bachman $E (2013 ) 也 报道 了 玉米 
Hie iz HH FA EY) Snf7 基因 dsRNA 对 不 同 昆虫 的 脱 靶 性 ， 
评估 它们 之 间 的 基因 同 源 性 与 RNAi 效率 之 间 的 关 
系 ,结果 表明 不 同 基 因 间 应 至 少 具 有 3 段 连 续 同 源 
的 21 nt 序列 ,RNAi 才 具 有 脱 靶 效应 。 
4.2.3 不 利 的 脐 靶 效应 :从 有 益生 物 ( 包 括 捕食 性 
的 天 敌 蜜蜂 甚至 是 哺乳 类 动物 等 ) 角 度 考 虑 ,我 们 

































































希望 植物 介 导 昆虫 RNAi 防治 害虫 的 脱 靶 效应 (此 
时 也 可 认为 是 潜在 的 生态 安全 性 问题 ) 尺 可 能 地 减 
少 其 至 消除 ( Roberts et al., 2015; Yu et al., 2016b) , 
例如 ,Zhang 等 (2012) 报 道 了 哺乳 动物 取 食 了 水 稳 
Oryza sativa 特异 表达 的 miRNA 后 ,其 关联 重 日 基因 
的 表达 被 抑制 了 ,但 植物 介 导 昆虫 RNAi 防治 害虫 
策略 对 有 益生 物 的 脱 靶 性 问题 还 有 待 进一步 的 人 研 
究 。 随 着 植物 介 导 昆虫 RNAi 技术 在 转基因 作物 中 
的 进一步 应 用 ,表达 dsRNA 的 转基因 植物 可 能 产生 
的 安全 性 风险 也 越 来 越 受 到 人 们 的 关注 ,因此 针对 
表达 dsRNA 的 转基因 植物 的 安全 性 评价 尤为 重要 ， 
但 是 目前 国内 尚未 有 专门 针对 基于 RNAi 的 转基因 
产品 安全 评价 指南 ( 张 守 路 等 , 2018) 。 

为 了 充分 利用 植物 介 导 的 昆虫 RNAi 防治 害虫 
FE) fpi SU, ,实现 广 谱 性 害虫 防治 的 优势 ,同时 尽量 
避免 对 有 益生 物 造成 胶 靶 效应 的 危害 ,在 害虫 靶 标 
基因 的 筛选 时 ,应 重点 要 针对 不 同 生 物 ( 包 括 寄 主 
植物 ` 不 同 害 虫 和 其 他 生物 ) 基因 组 进行 充分 的 基 
同 源 性 比 对 分 析 ,优先 选择 那些 与 其 他 害虫 同 源 
性 高 且 与 有 益生 物 同 源 性 低 的 基因 作为 靶 标 基因 , 
如 基于 基因 同 源 性 > 21 nt 认为 存在 脱 靶 性 可 能 
(Bachman et al., 2013) 为 依据 对 靶 标 基因 进行 基因 
组 数据 的 筛选 。 目 前 ,已 有 多 个 利用 基因 组 数据 短 
选 的 方法 来 减少 靶 标 基因 RNAi 脱 靶 效应 的 相关 报 
道 , 如 利用 全 基因 组 定 集 的 种 子 序列 匹配 方法 
(Sigoillot et al., 2012) 特异 性 RNAi 轰 标 基因 设计 
软件 OfftargetFinder (http; // rnai. specifly. org, 可比 
对 超过 100 种 入 及 动物 转录 组 数据 , 找 出 低 于 21 nt 
同 源 的 靶 标 基因 序列 ) ( Good et al., 2015 ) 和 TK- 
siRNA 软件 比 对 方法 (http: // benthgenome. com ) 
(Bally et al., 2016 ) 等 。 
































5 小结 与 展望 





应 用 植物 介 导 昆虫 RNAi 来 防治 害虫 具有 特异 
性 抑制 害虫 丢 标 基因 表达 的 功能 ,成 本 低 .针对 性 强 
且 对 环境 友好 ,目前 已 有 针对 鲜 谓 目 、. 鞘 埃 目 和 同好 
目 害 虫 防 治 的 相关 报道 。 目 前 ,基于 RNAI 的 转 基 
因 玉 米 已 在 美国 .巴西 和 日 本 等 8 个 国家 和 地 区 通 
过 转基因 安全 评价 ,于 2017 年 6 月 获得 了 美国 环境 
38 ( US-EPA ) 的 种 植 许 可 ,并 已 向 我 国 申请 转基因 生 
物 安全 证 书 。 在 应 用 植物 介 导 昆虫 RNAi 防治 害虫 
的 策略 时 ,需要 特别 关注 转基因 植物 可 能 产生 的 安 
全 性 风险 和 潜在 的 RNAi 脱 靶 性 问题 ,在 害虫 靶 标 
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基因 的 选择 dsRNA 位 点 和 长 度 设计 时 ,首先 应 针 
对 不 同 生 物 进行 充分 的 基因 同 源 性 比 对 分 析 , 以 
RNAi 脱 靶 性 需要 满足 >21 nt 同 源 为 前 提 , 充 分 发 
挥 转基因 植物 对 非 训 标 害 虫 的 脱 靶 性 ,实现 广 谱 性 
害虫 防治 的 优点 ,同时 也 要 避免 对 有 益生 物 造成 脱 
靶 效 应 的 危害 ;之 后 要 针对 洪 在 脱 靶 生物 进行 实验 
室 喂 食 试验 进一步 验证 其 脱 靶 效应 ;最 后 要 通过 相 
应 的 转基因 植物 审查 评估 环节 ,真正 实现 植物 介 导 
昆虫 RNAi 在 大 田 实 际 应 用 于 害虫 防治 的 目的 。 

随 着 对 植物 介 导 昆虫 RNAi 防治 害虫 研究 的 深 
入 ,可 以 更 多 地 瑚 着 以 下 方面 进一步 的 提高 害虫 防 
治 的 效率 : 

(1 ) 进 一 步 前 明 植物 介 导 昆虫 RNAi 防治 害虫 
的 作用 机 理 , 提 高 其 RNAi 的 作用 效率 ; 

(2) 通 过 基因 组 和 转录 组 等 大 数据 分 析 并 筛选 
出 更 多 .更 有 效 的 害虫 RNAi 靶 标 基因 资源 ,为 特异 
性 的 害虫 防治 甚至 广 谱 杀 虫 效 应 黄 定 基础 ; 

(3 ) 加 强 对 害虫 发 育 免疫、 生理 生化 和 抗 药性 
等 的 分 子 机 理 研 究 ,发现 新 的 害虫 特异 性 的 高 效 防 
治 的 靶 标 基因 ,为 植物 介 导 的 害虫 RNA 干扰 提供 新 
HS FE tr SEAT ; 

(4) 以 多 个 基因 的 组 合作 为 靶 标 构建 表达 其 
dsRNA 的 转基因 植物 ,或 与 其 他 抗 虫 基 因 ( 如 抗 虫 
Bt 蛋白 基因 ) 结合 ,构建 同时 表达 害虫 靶 标 基因 
dsRNA 和 抗 虫 蛋白 的 转基因 植物 ,从 而 增强 对 害虫 
的 防 挖 效率, 同时 减少 或 延缓 害虫 对 表达 单个 靶 标 基 
dsRNA 或 单个 抗 虫 蛋 白 的 植物 可 能 产生 的 抗 性 ; 

(5 ) 删 除 表达 dsRNA 的 转基因 植物 携带 的 筛选 
标记 基因 ,进一步 减少 转基因 植物 可 能 引起 的 安全 
性 问题 ; 

(6) 通 过 基因 编辑 CRISPR/Cas9 系统 等 哆 补 核 
转化 植物 无 法 定点 插入 的 不 足 , 或 通过 叶绿体 转化 
技术 获得 更 高 效 、 更 安全 的 害虫 防治 效果 ; 

(7) 建 立 更 加 完备 的 植物 介 导 昆虫 RNAi 防治 
害虫 的 生态 安全 性 评估 体系 ,为 大 田 实 际 应 用 创造 
条 件 等 。 

相信 应 用 植物 介 导 昆虫 RNAi 来 防治 害虫 的 策 
略 一 定 可 以 得 到 迅速 的 发 展 ,有 力 地 辅助 化 学 农药 
防治 ,弥补 现 有 转基因 植物 表达 Bt 对 刺 吸 式 害 虫 无 
效 的 缺点 ,同时 有 效 防 控 已 对 农药 产生 抗 性 的 害虫 ， 
成 为 害虫 防治 的 新 策略 。 
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